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Программное обесПечение                                          
«Minor Variant Finder» КаК инстрУмент          
Для анализа Уровня аллельной 
нагрУзКи соматичесКими мУтациями            
При онКогематологичесКих 
заболеваниях
Маслюкова И.Е., Карнюшка А.А., Субботина Т.Н.,                                             
Хазиева А.С., Дунаева Е.А., Миронов К.О. 
Соматическая мутация JAK2 c.1849 G>T (V617F) приводит к цито-
кин-независимому росту клеточных линий костного мозга. Она является 
одним из диагностических критерий хронических миелопролифератив-
ных неоплазм. Секвенирование по Сэнгеру является золотым стандар-
том для анализа этой мутации, но имеет низкую чувствительность. 
Программное обеспечение «Minor Variant Finder» способно обнаружить 
мутацию при уровне аллельной нагрузки от 5%. Для проверки чувстви-
тельности ПО, были взяты ДНК 7-ми пациентов с ХМН с уже извест-
ным уровнем аллельной нагрузки. Секвенирование по Сэнгеру и анализ в 
«Minor Variant Finder» подтвердили заявленную чувствительность ПО.
Ключевые слова: V617F; Minor Variant Finder; хронические миелопро-
лиферативные неоплазмы. 
The sOfTware “MInOr VarIanT fInDer” 
as a TOOl fOr analyzIng The leVel                    
Of allelIc lOaD by sOMaTIc MuTaTIOns           
In heMaTOlOgIcal DIseases
Maslyukova I.E., Karnyushka А.А., Subbotina T.N.,                                           
Hazieva A.S., Dunaeva E.A., Mironov K.O. 
The somatic mutation of JAK2 p. 1849 G> T (V617F) leads to cytokine-in-
dependent growth of bone marrow cell lines. It is one of the diagnostic criteria 
for chronic myeloproliferative neoplasm. Sanger sequencing is the gold standard 
for analyzing this mutation, but has low sensitivity. The Minor Variant Finder 
software is able to detect a mutation at the level of allelic load of 5%. To check 
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the sensitivity of the software, the DNA of 7 patients with CMN with an already 
known level of allelic load were taken. Sanger sequencing and analysis in the 
Minor Variant Finder confirmed the declared sensitivity of the software.
Keywords: V617F; Minor Variant Finder; chronic myeloproliferative neo-
plasms. 
введение
Соматическая мутация JAK2 c.1849 G>T (V617F) приводит к увеличе-
нию активности Janus-киназы 2 и цитокин-независимому росту клеточных 
линий костного мозга [1]. Она является одним из диагностических критери-
ев хронических миелопролиферативных неоплазм (ХМН). Классическими 
Ph-негативными ХМН являются три заболевания: истинная полиците-
мия (ИП), эссенциальная тромбоцитемия (ЭТ) и первичный миелофиброз 
(ПМФ). У больных ИП мутация V617F выявляется в 96% случаев, при ЭТ в 
55% наблюдений и присутствует примерно в 45–68% случаев при ПМФ [2].
Секвенирование по Сэнгеру как и прежде считается «золотым стан-
дартом» мутационного анализа в диагностике. В тоже время, использова-
ние данного метода при онкогематологических заболеваниях связано со 
сложностью, как количественной оценки соматических мутаций, так и с 
невысокой чувствительностью, ограниченной присутствием 15–20% му-
тантного аллеля. Для соматических мутаций это особенно важно, так как в 
отличие от герминальных мутаций, они приводят к повреждению аллелей 
в разной степени. Так аллельная нагрузка соматической мутацией может 
быть как высокой (от 50% и выше), так и низкой (ниже 20%). Последнее 
выходит за порог чувствительности секвенирования по Сэнгеру. В связи 
с этим требуется поиск более чувствительных молекулярных методов или 
специализированного программного обеспечения (ПО) для анализа сома-
тических мутаций с низкой аллельной нагрузкой.
Компания Applied Biosystems разработала ПО «Minor Variant Finder» 
(«MVF») для поиска малопредставленных вариантов соматических мутаций 
и для оценки уровня аллельной нагрузки этими мутациями. Алгоритмы ПО 
отфильтровывают системный шум в секвенограмме двунаправленного секве-
нирования. Разработчики заявляют, что ПО способно обнаружить мутацию 
при уровне аллельной нагрузки от 5% [3]. «MVF» ранее не использовалось 
для исследования мутаций при онкогематологических заболеваниях. Но при 
этом соотношение аллелей с помощью данного ПО уже определялось [4].
Таким образом, перед нами стояла цель проверить заявленную чув-
ствительность ПО «Minor Variant Finder» путем определения уровня ал-
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лельной нагрузки соматической мутацией c.1849 G>T (V617F) в гене JAK2 
у пациентов с диагнозом ХМН.
материалы и методы
Были отобраны образцы ДНК 7-ми пациентов с диагнозом ХМН и ранее 
выявленной мутацией c.1849 G>T. Уровень аллельной нагрузки был опреде-
лен методом пиросеквенирования и находился в диапазоне от 5 до 40%. ДНК 
была выделена из лейкоцитов венозной крови с помощью набора реагентов 
GeneJETTM (ThermoFisherScientific). Участок гена JAK2 (377bp) амплифици-
ровали используя праймеры JAK2_F (5’-CAAAGCACATTGTATCCTCA-3’) 
и JAK2_R (5’-AGTCCTACAGTGTTTTCAGT-3’) [5]. Продукт ПЦР очи-
щали ExoSAP-IT. Секвенирующую ПЦР с прямого и обратного прай-
меров и очистку полученного продукта проводили с помощью наборов 
BigDyeTerminatorv3.1 и BigDyeXTerminator. Пробы подвергали капиллярно-
му электрофорезу на генетическом анализаторе 3500. Полученные сиквенсы 
сравнивали с референсной последовательностью гена JAK2 (NM_004972.3) 
и контролями для обоих праймеров в ПО «MVF». В качестве контроля была 
взята ДНК пациента без вышеуказанной мутации.
результаты
Уровень аллельной нагрузки мутацией c.1849 G>T для выбранных об-
разцов ДНК при использовании указанного ПО у пациента №1 составил 
5,1% и 4,7%; №2 – 11,0% и 19,1%; №3 – 14,1% и 17,7%; №4 – 41,2% и 
37,8%; №5 – 12,0% и 12,8%; №6 – 13,9% и 16,2%; №7 – 26,4% и 27,9% с 
прямого и обратного праймеров. Данный показатель при использовании 
пиросеквенирования составил: №1 – 5,2% №2 – 10,5% №3 – 20%; №4 – 
40%; №5 – 20%; №6 – 17%; №7 – 25% соответственно.
обсуждение
Из 7 образцов три имели нагрузку менее 20% – образцы №1, №2 и №6. 
«MVF» выявило столь низкую нагрузку мутацией среди фонового шума 
и определило ее значение, подтверждая данные, полученные другим ме-
тодом. Мутационный анализ для остальных образцов программа провела 
без каких-либо проблем.
В ходе работы было выяснено, что ПО подходит для анализа только 
однонуклеотидных замен и не может быть использовано в случае indel 
мутаций. «Minor Variant Finder» удобно использовать как для поиска ма-
лопредставленных вариантов, так и для определения уровня аллельной 
нагрузки соматической мутацией.
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выводы
Исходя из данных, следует, что заявленная чувствительность «Minor 
Variant Finder» подтвердилась. То есть ПО можно использовать как допол-
нение к секвенированию по Сэнгеру при обнаружении однонуклеотидных 
замен и оценки уровня аллельной нагрузки соматической мутацией c.1849 
G>T (V617F) в 14 экзоне гена JAK2.
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